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は年間出生児数の 5.07%、つまり 20 人に 1 人の割合にまで増加している。ART では、
















Beckwith-Wiedemann 症候群（BWS）、Angelman 症候群（AS）、Prader-Willi 症候群（PWS）、
Silver-Russell 症候群（SRS）の 4 疾患を対象とし、患者数、臨床像、ART 治療内容お
よび遺伝子診断の有無などについて調査を実施した（期間：2015 年 8 月から 2017 年
7 月）。次に、ART 由来の SRS 患者（ART-SRS） 5 名、自然妊娠由来の SRS 患者（非
ART-SRS）5 名、および自然妊娠由来の健常者 10 名の末梢血 DNA を用い、RRBS




 全国調査では、2777 施設の調査対象機関のうち、1957 施設から有効回答が得られ
た（回答率 70.5%）。先天性インプリント異常症 4 疾患の総患者数は 931 名であり、そ
の内訳は、BWS が 117 名、AS が 227 名、PWS が 520 名、SRS が 67 名であった。こ
のうち ART 由来患者の割合は、BWS が 6.0％（7/117）、AS が 1.8％（4/227）、PWS が
4.6％（24/520）、SRS が 11.9％（8/67）であり、AS 以外の疾患は、本邦の総出生数（1985
年から 2015 年）における ART 由来児の出生率（1.34％）よりもその頻度が高かった。




（6/8）］。ART 由来患者の臨床像は、非 ART 由来患者と類似していたが、若干の相違
点も見られた。たとえば、AS では、ART 群の不眠症の割合が 100%（4/4）に対し、
非 ART 群では 46.2%（103/223）であった（P =0.048）。また、PWS では、ART 群では
色素異常症と小肢端症の割合が、それぞれ 91.7%（22/24）、87.5%（21/24）と高く、非
ART 群は 69.0%（342/496）、58.3%（289/496）であった（P =0.020、P=0.005）。SRS で
は、ART 群の心奇形の割合が 25.0%（2/8）に対し、非 ART 群では 3.4%（2/59）であ
った（P=0.036）。また、腫瘍形成および糖尿病の発生は、ART 群のみにしか認められ
なかった。ART-BWS および ART-SRS では、疾患発症の原因は、全例が責任遺伝子領
域の DNA メチル化の異常（4/4 および 5/5）であった。 
ART-SRS、非 ART-SRS を対象としたメチローム解析の結果では、DNA メチル化変
異（DNA methylation variation：DMV）を 7.5%以上のメチル化レベル変化かつ false 
discovery rate（FDR）< 0.05 と定義した場合、ART-SRS 群では、ほとんどの領域にお









ART と関連していることが推測された。これらの疾患のうち、BWS と SRS の発症原





























ル化から保護されている 5)。ただし、DNA 複製の際に、DNA 鎖をメチル化させる維














的メチル化領域（Germline-derived differentially methylated region：gDMR）の DNA メ
チル化によって調節されている 1, 11)。マウスの研究から、卵子や精子のもとの細胞で












 近年、晩婚化の社会情勢と生殖医療技術の進歩により、体外受精（In vitro fertilization：
IVF）や顕微授精（Intracytoplasmic sperm injection：ICSI）を用いた生殖補助医療（Assisted 
reproductive technologies：ART）が急速に普及している。本邦では、治療件数が、増加




一方、ART の普及に伴い、本来発症が非常に稀である Beckwith-Wiedemann 症候群
（Beckwith-Wiedemann syndrome：BWS）、 Angelman 症候群（Angelman syndrome：AS）、



















ミー（Uniparental disomy：UPD） 2）遺伝子（領域）の欠失 3）遺伝子変異 4）メチ
ル化異常に分類される（表 1）。このうち、ART 由来患者の場合、インプリント遺伝子
の gDMR のメチル化異常を病因とした症例が多いという報告もある（BWS では
KCNQ1OT1-gDMR の低メチル化、SRS では H19-gDMR の低メチル化、AS では SNRPN-
gDMR の低メチル化）31-37)。以前、Hiura らは、ART 由来 BWS および SRS 患者では、
インプリント異常症の責任領域の gDMR 以外に、複数のインプリント遺伝子の gDMR
のメチル化異常（Multi-locus imprinting disturbances：MLID）が多く認められることを













SRS 患者を対象とした、RRBS 法による網羅的な DNA メチル化解析を行い、ART が


























のための全国疫学調査マニュアル第 2 版（厚労省、永井班）」に則って実施した 38)。





し、二次調査では臨床像の調査を行った。BWS の臨床診断は国際基準 39)、SRS の臨






-AS）と非 ART 由来の患者（非 ART-BWS、-SRS、-PWS、-AS）に分類した。 
  
3. 全ゲノム DNA メチル化（メチローム）解析 
（1）対象患者 
二次調査で SRS の受診の回答が得られた施設に血液検体提供の依頼をし、ART-SRS
（0-5 歳、男 3 名、女 2 名）、非 ART-SRS（2-5 歳、男 2 名、女 3 名）、自然妊娠由来の
健常児（3-11 歳、男 5 名、女 5 名）（対照群）を対象としてメチローム解析を行った。
担当主治医は、家族および本人に、本研究の内容について説明を行い、同意または代
諾を得てから採血を行った。採血は 3-5ml 採取し、血液は東北大学に移送した。 
（2）RRBS 法（Reduced representation bisulfite sequencing） 
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血液から、DNA Extractor WB-Rapid Kit（富士フィルム和光純薬工業社：293-54803）
を用いて白血球の抽出を行った。白血球のペレットに、Lysis buffer（50 mM Tris-HCl，
20 mM EDTA，100 mM NaCl，1% SDS）と Proteinase K（New England Biolabs 社：P8107S）
を加え、ゲノム DNA を溶解させた後、PureLink RNase A （Thermo Fisher Scientific 社：
12091039）による RNase 処理、フェノール/クロロホルム処理、エタノール沈降によ
り精製し、適量の TE buffer （10 mM Tris [pH8.0]，1 mM EDTA [pH8.0]）に溶解した。
得られたゲノム DNA 溶液は、NanoDrop ND-1000（LMS 社：NanoDrop1000）を用い
て吸光度を測定し、濃度 50 ng/μl 以上、吸光度 260/280 値が 1.8 以上、260/230 値が
2.0 以上であることを確認し、Qubit ds DNA HS Kit（Life Technologies 社：Q32851）に
より DNA の定量を行った。精製したゲノム DNA は、-80℃で保存した。 
 RRBS ライブラリーの調整法は、既報を基に一部変更して行った 40)（図 2）。具体
的には、20ng のゲノム DNA に、制限酵素 MspI（New England Biolabs 社：R0106S）
と 10x NEBuffer2（New England Biolabs 社：B7002S）を加え、37℃で 16 時間インキ
ュベート後、80℃で 20 分間のインキュベートにより酵素を失活させた。この DNA
断片溶液に、10x NEBuffer2 と Nucleotide End-Repair mix (1 mM dATP, 0.1 mM dCTP, 
0.1 mM dGTP) 、Klenow fragment（3’→5’ exo−, New England Biolabs 社：M0212）を
加え、末端平滑化及び 3’末端アデニン付加反応（end-repaired/dA-tailing reaction）を
30℃ 20 分間、次いで 37℃ 20 分間のインキュベートを行い、その後 75℃ 20 分間の
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インキュベートにより酵素を失活させた。平滑化した DNA 断片と 1 µM pre-annealed 
methylated adaptors に、T4 DNA Ligase（New England Biolabs 社：M0202）と Ligase 
Reaction Buffer（New England Biolabs 社：B0202S）を加え、さらに 16℃にて 16 時間
インキュベートによりライゲーションを行った後、65℃にて 20 分間インキュベート
して酵素を失活させた。次に、この反応液を NuSieve 3:1（Lonza 社：50090）で作成
した 3%アガロースゲルにて 50V の電圧で電気泳動を行い、150-350bp の DNA 断片
を切り出し、MinElute Gel Extraction Kit（Qiagen 社：28604）を用いて DNA を精製
し、EB buffer（Qiagen 社：19086）で溶出した。精製した DNA 断片は、EpiTect 
Bisulfite Kit（Qiagen 社：59104）を用いて、バイサルファイト反応に供した。インデ
ックス導入およびライブラリー増幅のための PCR は、KAPA HiFi HotStart Uracil+ 
ReadyMix（Kapa Biosystems 社：KK2800）を用いて行った。PCR の条件は、95℃で 2
分間の熱変性後、98℃ 20 秒間の熱変性、65℃ 30 秒間のアニーリング、72℃ 30 秒
間の伸長反応を 14 サイクル行い、最後に 72℃ 1 分間の伸長反応を行った。その
後、RRBS ライブラリーは、Agencourt AMPure XP beads（Beckman Coulter 社：
A63880）にて 2 度精製し、Qubit および KAPA Library Quantification Kit（Kapa 
Biosystems 社：KK4828）にて定量した。シークエンスは TruSeq SR Cluster Kit v3-
cBot-HS（Illumina 社：GD-401-3001）および TruSeq SBS Kit v3-HS（Illumina 社：FC-
401-3001）を用い、HiSeq 2500 platform（Illumina 社）による 101-bp single-end reads
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を行った。シークエンスリードは、Illumina standard base-calling pipeline（v1.8.2）に
より処理後、cutadapt（1.18）を用いてアダプター配列を除去した。さらに、FASTX 
Trimmer（v0.0.13.2）にてリードの最初および最後の 4 塩基を除去後、Bismark
（v.0.9.0）を用いてリファレンスゲノムである Human Genome Assembly
（GRCh37/hg19）の常染色体にマッピングした 41)。不完全なバイサルファイト変換
リードを除くため、リード内の non-CpG シトシンのバイサルファイト変換効率を算
出し、変換効率 90%以上のリードを解析対象とした。それぞれの CpG シトシンのメ
チル化レベルは、Bismark methylation extractor にて算出し、5 リード以上のシークエ
ンスリードがカバーされた CpG シトシンを解析した。 
（3）ゲノム領域のアノテーション 
 シークエンスされたリードをリファレンスゲノムにマッピングするアノテーショ
ンを行った。既知の配列である Refseq gene とリピート配列は、UCSC Genome Browser 
（https://genome.ucsc.edu/）からダウンロードした。ただし、300bp 以下の Refseq genes
（microRNAs、small nucleolar RNAs など）は、解析から除外した。プロモーター領域
は、Refseq 転写産物の転写開始点から上流および下流のそれぞれ 500bp の計 1kb と定





インプリント gDMR、CpG アイランド領域（CpG サイトが集中して存在する領域で、
低メチル化状態にある）、CpG アイランドショア領域（CpG アイランド近傍の約 2kb






した。21 ヵ所のインプリント gDMR の位置と領域名は、既報に従って定義した 42)。 
 
4. 統計解析 
R または JMP Pro 13.1.0（SAS Institute 社）を用いて統計解析を行った。疫学調査に
おける臨床的特徴の解析は、Fisher’s exact test または Mann–Whitney U test（P<0.05）
を用いた。DNA メチル化解析は、Mann–Whitney U test with the Benjamini-Hochberg 
correction を用い、7.5%以上のメチル化レベルの変化を示し、かつ false discovery rate
（FDR）< 0.05 を示す領域を DNA メチル化変異（DNA methylation variation：DMV）
とした。DMV の数の比較は、Fisher’s exact test を用いた。DMV が認められた遺伝子




を行った。また、Fisher’s exact test with the Benjamini-Hochberg correction により多重比











1. 先天性インプリント異常症と ART との関連性 




1957 施設から回答を得た（回答率 70.5%）（表 2）。一次調査にて先天性インプリント
異常症の患者が受診していると回答したのは 476 施設で、二次調査では、これらの施
設を対象に患者の年齢、性別などの質問票調査を行った。その結果、273 施設から回
答を得た（回答率 57.4%）。患者の重複や欠測を除き、4 つの疾患の総計は、931 人で、
その内訳は BWS が 117 人、AS が 227 人、PWS が 520 人、SRS が 67 人であった。疾
患数の地域差については地域の施設数と回答率に偏りがあり、不明であった。それぞ
れの疾患の患者数、年齢、性別と日本産科婦人科学会が公表している年別の ART 由
来児数を、図 3 にまとめた。その結果、BWS、PWS、SRS の患者は、増加傾向がみら
れ、特に BWS は増加が顕著であった。さらに、これらの疾患の増加は、ART 出生数
の増加率と類似していた。また、性差はいずれの疾患も有意な違いは認められなかっ
た。不妊治療を受けた患者の割合は、BWS が 6.0％（7/117）、AS が 1.8％（4/277）、
PWS が 4.6％（24/520）、SRS が 11.9％（8/67）であった（表 3）。疾患別に不妊治療由
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来患者の年齢、性別、出生時両親年齢、ART の治療内容を表 4 にまとめた。ART の治
療内容のうち、IVF または ICSI により出生した患者の割合は、SRS が 75.0%（6/8）で
最も多く、次に PWS が 58.3%（14/24）、BWS が 42.9%（3/7）で、AS は 25.0%（1/4）
と少なかった。厚生労働省が公表している 1985 年から 2015 年までの日本の年間出生
児数（36,122,499 名）（https://www.mhlw.go.jp/index.html）と日本産科婦人科学会が公表
している ART 由来児数（482,627 名）（http://plaza.umin.ac.jp/~jsog-art/）から、ART 由
来児の割合を算出した結果、1.34%であった。実際に観察された ART 由来患者数と予
測 ART 由来患者数の比は、それぞれ BWS が 4.46、AS が 1.32、PWS が 3.44、SRS が
8.91 であった。以上の結果より、AS 以外の 3 疾患は ART と関連がある可能性が示唆
された。 
 
2. ART 由来先天性インプリント異常症の発症原因について 
 次に、先天性インプリント異常症の発症原因について、ART による特徴が認められ
るか検討した。二次調査より、各疾患の診断に用いた遺伝子検査と DNA メチル化検
査の結果を図 4 と表 5 にまとめた。BWS では、ART-BWS で 100%（4/4）、非 ART-BWS
で 43.6%（17/39）に DNA メチル化異常が認められ、ART 由来患者でメチル化異常の
頻度が有意に高いことが明らかとなった（P<0.05）。SRSでは、ART-SRSで 100%（5/5）、





合が著しく増加するという報告 44)がある。そこで、PWS の出生時の母体年齢を 37 歳
以下と 38 歳以上の 2 群に区分し、PWS の病因の分析を行った。その結果、37 歳以下
では、ART-PWS で DNA メチル化異常の割合が、有意に高い結果（P=0.041）となっ
た。しかし、38 歳以上では、ART-PWS で UPD(15)mat の割合が、有意に高かった
（P=0.021）（表 6）。他の 3 疾患では、同様の母体年齢の区分を行い、病因を分析した
が、年齢による違いは認められなかった（表 7）。 
  
3. ART 由来先天性インプリント異常症患者の臨床症状の特徴について 
 先天性インプリント異常症の臨床症状について、ART 群と非 ART 群で比較検討し
た（図 5）。その結果、いずれの疾患も 2 群間に大きな臨床像の違いは認められなかっ
たが、いくつかの臨床症状においては、有意な違いを認めた。たとえば、AS では、
ART-AS の不眠症の割合が 100%（4/4）で、非 ART-AS の 46.2%（103/223）より有意
に高かった（P =0.048）。失調性歩行の割合は、ART-AS は 0%（0/4）であり、非 ART-
AS の 60.1%（134/223）よりも有意に低い結果となった（P =0.027）。PWS では、ART-
PWS の色素異常症と小肢端症の割合が、それぞれ 91.7%（22/24）、87.5%（21/24）で
あり、非 ART-PWS の 69.0%（342/496）、58.3%（289/496）よりも有意に高かった（P 
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=0.020、P=0.005）。反対に、ART-PWS の肥満の割合は 14.3%（2/14）であり、非 ART-
PWS の 49.4%（205/415）よりも有意に低かった（P =0.012）。さらに、非 ART-SRS で




4. ART 由来 SRS 患者における DNA メチル化の変化（DMV）の特徴 
 DNA メチル化異常を原因とし、発症した SRS 患者において、ART 由来患者の DNA
メチル化の特徴について検討してみた。ART-SRS（5 名）、非 ART-SRS（5 名）と対照
として無作為に選ばれた自然妊娠由来健常児（10 名）の末梢血 DNA を用い、RRBS
法にてメチローム解析を行った。一検体当たり平均 3,242,341 CpG シトシンが検出さ
れ、全ての検体で常染色体上に共通して存在する 2,069,685 CpG シトシンについて解
析を行った（表 8）。全遺伝子領域の平均メチル化レベルは、各群の個体間で強い類似
性を示した（R>0.975）。ART-SRS 群と非 ART-SRS 群の個体間の相関は、対照群の個
体間の相関よりもさらに強かった（R>0.980）（図 6）。次に、ゲノム領域毎にメチル化







を DNA メチル化変異（DMV）と定義し、ART-SRS 群と非 ART-SRS 群にみられる、
DMV の数と領域について検討した（図 7）。その結果、プロモーター領域、遺伝子領
域、CpG アイランド領域、CpG アイランドショア領域、CpG アイランドシェルフ領
域、SINE、LTR および単純反復配列において、非 ART-SRS 群よりも ART-SRS 群で
は、DMV の数が有意に増加していた（P<0.05）。また、ART-SRS 群、非 ART-SRS 群
の DMV は、脱メチル化よりもメチル化の方が多かった。 
 プロモーター領域の DNA メチル化は、遺伝子の転写制御に関与することから、プ
ロモーター領域について、さらに詳細な解析を進めた。SRS では、全体で 83 の領域
（79 遺伝子）に DMV が認められ、そのうち ART-SRS 群では 37 領域（36 遺伝子）、
非 ART-SRS 群では 14 領域（13 遺伝子）が特異的であった（図 8A）。また、これらの
DMV は、ほぼ全ての常染色体上に分布していた（図 8B）。さらに、DAVID データベ
ースを使用して、DMV が認められた全ての遺伝子について、生物学的プロセスを抽






5. ART 由来 SRS 患者の DMV の特徴について 
 ART-SRS の DMV の由来は、受精後の特徴を維持していることが考えられるため、
DMV の特徴について、正常な生殖細胞のメチル化パターンを 4 つに分類し、どのカ
テゴリーに多く認められるか調べてみた。4 つの分類とは、精子で特異的な高メチル




チル化：D 群）である 8)。プロモーター領域では、A 群において DMV の頻度が多く、





1. 先天性インプリント異常症の発症原因と ART との関連性について 
Lazaraviciute らの総説では、自然妊娠と比較して ICSI/IVF 出生児における先天性イ
ンプリント異常症の発症オッズ比は、3.67 倍であると報告されている 45)。今回、我々
が実施した全国多施設共同研究では、先天性インプリント異常症の発症頻度は 4 疾患
のうち、BWS、PWS、SRS は、ART と関連があると考えられ、それぞれ、4.48 倍（6.0/1.34）、
8.88 倍（11.9/1.34）、3.43 倍（4.6/1.34）、自然妊娠より高いと推測される。 
一般に、BWS、SRS の発症原因である DNA メチル化異常の頻度は、それぞれ 50-
60%、35-45%と報告されている 46, 47)。本研究では、ART-BWS、ART-SRS の、DNA メ
チル化異常を原因とする頻度は 100%であった。この結果より、BWS、SRS はメチル
化異常により発症する頻度は高く、ART による DNA メチル化異常により、BWS、SRS
の発症頻度が増加しているのではないかと予想される。また、PWS では、一般に、遺
伝子欠失の頻度が原因として最も多いと報告されている 46, 47)。しかし、本研究では、
ART-PWS の発症原因として、UPD(15)mat である頻度が 42.9%(9/21)であり、遺伝子欠
失の頻度の 28.6%(6/21)よりも高い結果となった。この要因として、ART だけではな
く、母体年齢の上昇も考えられる。松原らは、母体年齢の上昇により卵子の第一減数
分裂における染色体不分離が増加し、その結果として UPD(15)mat を原因とする PWS
の発症が起こると報告している 48)。本研究においても、母体年齢が 38 歳以上の場合、
27 
 
ART-PWS の原因は UPD(15)mat の割合が有意に高く、37 歳以下では DNA メチル化異
常の割合が、有意に高い結果 （P=0.041）を示した。この結果より、ART-PWS の発症
頻度の増加は、母体年齢の上昇に加え、ART による DNA メチル化異常が関連してい
るのかもしれない。 





















また、ART-SRS と非 ART-SRS のメチローム解析の比較では、メチル化の変異を示
す ART-SRS に特異的な DMV が 5 遺伝子領域で認められ、それらが、臨床症状の違
いに関与している可能性が示された。例えば、TCF7L2 は、低血糖に関与している可





伝子における DMV は、ART-SRS で認められた糖尿病や心奇形などの特徴的な臨床症
状に関係しているかもしれない。 




は、インプリント gDMR と同様に、受精後の DNA 脱メチル化に対し抵抗性である 1)。
レトロポゾンの転写は、ゲノムに変異を引き起こし発生異常や疾患の原因にもなる。







57)。この疾患は、先天性インプリント異常症の責任領域以外の gDMR で DNA メチル
化の異常を認め、非特異的な臨床症状を呈し、診断基準を満たしていない。さらに、
ART 由来児では、診断基準を満たさない BWS や SRS 類似疾患の報告も散見されてお
り、これらの症例では、これまで明らかになっていないメチル化変異が原因となって









が、成人期の生活習慣病と関連すること（Developmental Origins of Health and Disease：













た。ART の手技がもたらす DNA メチル化変異については、凍結胚移植で出生した児







と呼ばれている 27, 69)。過大仔症候群の産仔では、母親由来アレルの gDMR における




































融解操作により、DNA 脱メチル化酵素である TET3 の活性が変化すると報告されて
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図 1 マウスとヒトの初期胚発生のメチル化の変化 
A.マウスの場合、精子由来ゲノムは、TET3 酵素により 5mC から 5hmC に変換された
後、塩基除去修復を経てすみやかに脱メチル化される（能動的脱メチル化）。一方、卵
子由来ゲノムでは、母性タンパク質によって TET3 からの脱メチル化から保護されて
いるが、DNA 鎖をメチル化させる維持型 DNA メチル基転移酵素 DNMT1 ないため、
DNA メチル基を維持できず、細胞分裂のたびに DNA メチル化が失われる（受動的脱




図 2 RRBS 法の概略  
RRBS 法の概略を示す。まず、ゲノム DNA をメチル化非感受性制限酵素 MspI により
切断した。 その後、DNA 断片に末端平滑化修復、3’末端アデニン付加反応およびア
ダプターライゲーションを行い、バイサルファイト処理を行った。反応物を PCR に






図 3 先天性インプリント異常症の患者数と年齢の推移 
A. Beckwith-Wiedemann 症候群（BWS）、B. Angelman 症候群（AS）、C. Prader-Willi 症
候群（PWS）、D. Silver-Russell 症候群（SRS）。縦軸は患者数、横軸は年齢を示し、青
は男性、赤は女性を示す。E.は本邦における ART 出生児数を示す（日本産科婦人科学
会 ART データブックより引用）。BWS、PWS、SRS では、ART 出生児数の増加と類似
して年々増加傾向が認められ、特に BWS および SRS は、増加が顕著であった。 
 
図 4 ART 由来先天性インプリント異常症の病因の特徴 
4 つの先天性インプリント異常症の病因を、メチル化異常、片親性ダイソミー（UPD）、





図 5 ART 由来先天性インプリント異常症患者の臨床像の特徴 
ART と非 ART 由来の先天性インプリント異常症にみられる症状を比較した。A. BWS、





意に低い結果となった（P =0.027）。PWS の ART 由来患者では、色素異常症および小
肢端症の割合が有意に高かった（P =0.020 および P=0.005）が、肥満の割合は有意に




図 6  SRS 患者の全ゲノムのメチル化レベルの比較 
ART-SRS 患者（ART）5 名、非 ART-SRS 患者（非 ART）5 名、自然妊娠由来健常児
（対照）10 名の末梢血 DNA を用い、RRBS 法によるメチローム解析を行い、比較し
た。その結果、ART-SRS 群および非 ART-SRS 群の個体内の相関は、対照群の個体内
の相関よりも強かった（R>0.980）。 
 
図 7 ART-SRS と非 ART-SRS 間の DMV 数の比較 
各ゲノム領域における DNA メチル化変異（DMV）の数を比較した。DMV は、対照
群と比較して、メチル化レベルの差が、7.5%以上、かつ統計的な有意差（FDR<0.05）
が認められる領域と定義した。縦軸は DMV の数、横軸は ART-SRS 患者（ART）と非
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ART-SRS 患者（非 ART）を示す。黒と白のバーはそれぞれメチル化された DMV と脱
メチル化された DMV の数を示す。プロモーター領域、遺伝子領域、CpG アイランド
領域、CpG アイランドショア領域、CpG アイランドシェルフ領域、SINE、LTR、単純
反復配列では、非 ART-SRS 群よりも ART-SRS 群において、DMV の数が有意に増加
していた（P<0.05）。また、これらのすべての領域では、脱メチル化よりもメチル化さ
れた DMV の数が多かった。SINE：Short interspersed elements（短鎖散在反復配列）、
LINE：Long interspersed elements（長鎖散在反復配列）、LTR：Long terminal repeat（長
鎖末端反復配列）、SVA：SINE-VNTR（Variable number of tandem repeat）- Alu（複合型
レトロトランスポゾン）、インプリント DMR では、有意差を認めなかった。 
 
図 8 SRS 患者のプロモーター領域の DMV の数と分布 
A. ART-SRS 群と非 ART-SRS 群の DMV：合計 83 個のプロモーター領域で DMV が認
められた。83 領域のうち、37 領域が ART-SRS 群で、14 領域が非 ART-SRS 群に特異
的に認められた。B. 各染色体のプロモーター領域の DMV の頻度（左）と分布（右）：
赤は、ART-SRS 群、緑は非 ART-SRS 群を示す。 
 
図 9 生殖細胞のメチル化変動パターン分類による DMV  





す領域（卵子 80%以上の高メチル化、精子で 20%以下のメチル化）、C 群：精子およ
び卵子の両方で高メチル化を示す領域（80%以上の高メチル化）、D 群：精子および卵
子の両方で低メチル化を示す領域（20%以下の低メチル化）。プロモーター領域では、
A 群において DMV の頻度が多く、また、ART-SRS（ART）と非 ART-SRS（非 ART）
の差も大きかった。 
 
表 1 先天性インプリント異常症の臨床症状と原因 
4 つの先天性インプリント異常症における発症頻度、原因について示す。BWS：
Beckwith-Wiedemann 症候群、AS：Angelman 症候群、PWS：Prader-Willi 症候群、SRS：
Silver-Russell 症候群。BWS において、UPD（11 番染色体父親性ダイソミー）、遺伝子
変異（CDKN1C の変異）、メチル化異常（KCNQ1OT1-gDMR）の低メチル化および H19-
gDMR の高メチル化を示す。AS において、UPD（15 番染色体父親性ダイソミー）、遺
伝子変異は UBE3A の点突然変異、メチル化異常は SNRPN-gDMR の低メチル化を示
す。PWS において、UPD（15 番染色体母親性ダイソミー）、メチル化異常は SNRPN-
gDMR の高メチル化を示す。SRS において、UPD（7 番染色体母親性ダイソミー）、 
メチル化異常は H19-gDMR の低メチル化を示す。（BWS、SRS：Ounap.K. Mol 
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Syndromol.2016 より引用、AS、PWS：Zoghbi and Beaudet. Cold Spring Harb Perspect Biol. 
2016 より引用） 
 




表 3 先天性インプリント異常症における ART 由来の患者の割合 
 
表 4 ART 由来先天性インプリント異常症患者の治療内容 
ART 由来先天性インプリント異常症患者の年齢、性別、出生時両親年齢、ART 治療内
容を示す。OI/TI：Ovulation induction/timed intercourse（排卵誘発/タイミング法）、IUI：
Intrauterine insemination（人工授精）、IVF：In vitro fertilization（体外受精）、ICSI：
Intracytoplasmic sperm injection（顕微授精）、N.A.：Data not available（不明）。 
 







表 6 年齢層別病因にみた PWS の病因 
PWS 患者の母年齢を 37 歳以下と 38 歳以上に分け、PWS の発症病因を比較した 37 歳
以下では、ART-PWS 群で DNA メチル化異常の割合が、有意に高かったが（P=0.041）、
38 歳以上では、ART-PWS 群で UPD（15 番染色体母親性ダイソミー）の割合が有意に
高かった（P=0.021）。 
 
表 7 BWS、AS、SRS の年齢層別の病因の比較 
BWS、AS、SRS 患者の母年齢を 37 歳以下と 38 歳以上に分類し、病因を比較した。
BWS、AS、SRS 患者で年齢による差は認められなかった。 
 
表 8 メチローム解析シークエンスデータの情報 
各サンプルは、RRBS 法を用いメチローム解析を行った。それぞれのリード数、CpG





表 9 機能的なゲノム領域に分類による DNA メチル化率の比較 
各ゲノム領域の 1CpG サイトのメチル化レベル（％）について、平均±標準偏差で
示す。短鎖散在反復配列（Short interspersed elements：SINE）、長鎖散在反復配列
（Long interspersed elements：LINE）、長鎖末端反復配列（Long terminal repeat：





























































































































図 9 生殖細胞のメチル化変動パターン分類による DMV 
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疾患名 BWS AS PWS SRS
頻度 1/13,700 1/12,000-24,000 1/10,000-30,000 1/100,000
11p15.5
7番染色体
UPD 15% UPD 15％ UPD 25-28％ UPD 10%
微小欠失 1-2% 微小欠失 70% 微小欠失 70% メチル化異常 35-45%
遺伝子変異 5-10% 遺伝子変異 2-25% 遺伝子変異 4% 不明 55%
メチル化異常 70% メチル化異常 2-5％ メチル化異常 2-5％
BWS、SRS：Ounap.K. Mol Syndromol.2016より引用、AS、PWS：Zoghbi and Beaudet. Cold Spring Harb Perspect Biol. 2016より引用
病因
責任領域 11p15.5 15q11.2 15q11.2
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一次調査 調査送付総施設数 返答施設数 回収率（%） BWS（n） AS（n） PWS（n） SRS（n）
総計 2777 1957 70.5 224 437 1169 184
二次調査 調査送付総施設数 返答施設数 回収率（%） BWS（n） （男：女） AS（n） （男：女） PWS（n） （男：女） SRS（n） （男：女）
総計 476 273 57.4 117 （54：63） 227 （123：104） 520 （281:239） 67 （28:39）
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表 3 先天性インプリント異常症における ART 由来の患者の割合 
  ART 由来患者割合: % (n) (2015) 
ART 由来患者 
観察／予想比 
BWS 6.0% (7/117) 4.46 
AS 1.8% (4/227) 1.32 
PWS 4.6% (24/520) 3.44 































症例 年齢（歳） 性別 母親年齢（歳） 父親年齢（歳） 治療内容
1 0 女性 29 N.A. OI/TI
2 0 男性 38 39 OI/TI
3 1 女性 32 34 IUI
4 3 女性 31 37 IUI
5 10 男性 33 29 IVF
6 2 男性 40 N.A. IVF
7 4 女性 37 N.A. ICSI
1 17 女性 33 26 OI/TI
2 10 男性 41 48 IVF
3 3 男性 38 39 IVF
4 3 男性 35 38 IVF
1 0 女性 26 26 OI/TI
2 11 男性 32 31 OI/TI
3 5 男性 30 29 OI/TI
4 0 男性 25 25 OI/TI
5 4 男性 31 30 OI/TI
6 15 男性 40 38 OI/TI
7 13 男性 36 37 OI/TI
8 2 男性 41 38 IVF
9 1 女性 38 36 IVF
10 1 女性 39 41 IVF
11 2 女性 34 N.A. IVF
12 6 女性 43 N.A. IVF
13 7 男性 36 36 IVF
14 12 男性 30 33 IVF
15 4 女性 31 37 IUI
16 2 男性 38 35 IUI
17 17 男性 31 39 IUI
18 6 女性 36 37 ICSI
19 6 女性 36 37 ICSI
20 4 男性 40 N.A. ICSI
21 1 男性 38 38 ICSI
22 17 女性 39 43 ICSI
23 2 男性 30 33 ICSI
24 1 男性 43 41 ICSI
1 13 女性 N.A. N.A. OI/TI
2 6 女性 32 32 IVF
3 10 女性 29 51 IVF
4 2 男性 37 N.A. IVF
5 5 男性 35 N.A. IVF
6 3 女性 32 39 IUI
7 11 女性 36 36 ICSI







表 5 先天性インプリント異常症の病因別の頻度 
    UPD（%） 遺伝子変異（%） 微小欠失（%） メチル化異常（%） 
BWS 
(n=43) 
ART (n=4) - - - 100 (4/4)* 
非 ART (n=39) 46.2 (18/39） 2.6 (1/39） 7.7 (3/39） 43.6 (17/39） 
AS 
(n=147) 
ART (n=4) - - 100 (4/4) - 
非 ART (n=143) 2.1 (3/143) 3.5 (5/143) 92.3 (132/143) 2.1 (3/143) 
PWS 
(n=366) 
ART (n=21) 42.9 (9/21)* - 28.6 (6/21) 28.6 (6/21) 
非 ART (n=345) 13.3 (46/345) - 73.6 (254/345)* 13.0 (45/345) 
SRS 
(n=22) 
ART (n=5) - - - 100 (5/5) 









表 6 年齢層別病因にみた PWS の病因 












UPD（%） 16.7 (2/12)  9.8 (21/215) 0.348  77.8 (7/9)  31.8 (14/44) 0.021 
微小欠失（%） 50.0 (6/12)  79.5 (171/215) 0.027  0 (0/9) 36.4 (16/44) 0.044 
















ART (n=3) 非ART (n=31) P -value ART (n=1) 非ART (n=5) P -value
UPD（%） - 45.2 (14/31) - - 60.0 (3/5) -
微小欠失（%） - 9.7 (3/31) - - - -
遺伝子変異（%） - 3.2 (1/31) - - - -
メチル化異常（%） 100 (3/3) 41.9 (13/31) 0.054 100 (1/1) 40.0  (2/5) 0.273
B. AS
ART (n=2) 非ART (n=89) P -value ART (n=2) 非ART (n=8) P -value
UPD（%） - 2.2 (2/89) - - - -
微小欠失（%） 100 (2/2) 93.3 (83/89) 0.704 100 (2/2) 100 (8/8) 1.000
遺伝子変異（%） - 4.5 (4/89) - - - -
メチル化異常（%） - - - - - -
C. SRS
ART (n=5) 非ART (n=12) P -value ART (n=0) 非ART (n=2) P -value
UPD（%） - 16.7 (2/12) - - - -
微小欠失（%） - - - - -
遺伝子変異（%） - - - - - -
メチル化異常（%） 100 (5/5) 83.3 (10/12) 0.331 - 100 (2/2) -
母親年齢 ≤ 37歳 母親年齢 ≥ 38歳
母親年齢 ≤ 37歳 母親年齢 ≥ 38歳
母親年齢 ≤ 37歳 母親年齢 ≥ 38歳
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対照_1 20,918,425 14,648,549 3,195,658 99.8 
対照_2 19,958,646 13,983,139 3,127,470 99.8 
対照_3 15,065,713 10,701,452 2,951,080 99.8 
対照_4 16,013,805 11,271,283 2,988,755 99.8 
対照_5 19,564,223 13,896,638 3,205,107 99.8 
対照_6 18,880,911 13,352,700 3,152,165 99.8 
対照_7 17,184,804 12,113,271 3,105,129 99.8 
対照_8 19,427,818 13,565,958 3,147,019 99.8 
対照_9 19,553,801 13,749,739 3,183,075 99.8 
対照_10 22,606,194 15,547,425 3,284,840 99.5 
ART-SRS_1 38,434,064 25,941,402 3,753,927 99.8 
ART-SRS_2 21,081,511 14,319,974 3,166,469 99.6 
ART-SRS_3 21,237,234 15,007,352 3,171,943 99.5 
ART-SRS_4 22,873,048 15,897,689 3,219,312 99.6 
ART-SRS_5 21,556,686 15,268,106 3,256,908 99.8 
非 ART-SRS_1 43,517,116 29,052,928 3,514,851 99.7 
非 ART-SRS_2 30,655,409 20,024,528 3,416,090 99.7 
非 ART-SRS_3 33,069,088 22,496,372 3,458,218 99.8 
非 ART-SRS_4 25,507,567 17,285,490 3,352,686 99.5 







表 9 機能的なゲノム領域に分類による DNA メチル化率の比較 
    対照 ART-SRS 非 ART-SRS P-value 
ゲノム領域 CpG シトシン数 (n=10) (n=5) (n=5) 対照 <-> ART 対照 <->Sp 
プロモーター領域 699571 3.62 ± 0.12 3.73 ± 0.14 3.64 ± 0.08 0.141  0.658  
遺伝子領域 1341015 36.95 ± 0.19 37.41 ± 0.15 37.22 ± 0.14 0.008  0.033  
エクソン領域 574957 24.39 ± 0.16 24.61 ± 0.13 24.52 ± 0.15 0.109  0.283  
イントロン領域 873168 42.66 ± 0.22 43.25 ± 0.17 43.01 ± 0.13 0.005  0.017  
遺伝子間領域 386896 42.74 ± 0.22 43.37 ± 0.17 43.12 ± 0.20 0.005  0.017  
CpG アイランド領域 1105716 10.11 ± 0.15 10.16 ± 0.15 10.11 ± 0.15 0.740  0.939  
CpG アイランド ショア領域 369885 38.69 ± 0.26 39.28 ± 0.13 39.09 ± 0.23 0.005  0.033  
CpG アイランド シェルフ領域 270243 43.81 ± 0.25 44.29 ± 0.10 44.10 ± 0.22 0.012  0.181  
SINE 341070 89.06 ± 0.42 90.06 ± 0.27 89.67 ± 0.29 0.005  0.024  
LINE 20743 78.17 ± 0.51 79.68 ± 0.36 79.15 ± 0.25 0.005  0.008  
LTR 53786 83.89 ± 0.41 84.96 ± 0.29 84.60 ± 0.31 0.005  0.017  
DNA 反復配列 5979 74.21 ± 0.60 75.67 ± 0.33 75.21 ± 0.44 0.005  0.017  
SVA 18458 94.67 ± 0.24 95.01 ± 0.39 94.65 ± 0.24 0.283  0.998  






ART: Assisted reproductive technologies  
AS: Angelman syndrome 
BWS: Beckwith-Wiedemann syndrome 
DMV: DNA methylation variation 
DNMT1: DNA methyltransferase 1 
DOHaD: Developmental origins of health and disease 
gDMR: Germline-derived differentially methylated region 
ICSI: Intracytoplasmic sperm injection 
IVF: In vitro fertilization 
LINE: Long interspersed elements  
LOS: Large offspring syndrome  
LTR: Long terminal repeat 
MLID: Multi-locus imprinting disturbances 
PCR: Polymerase chain reaction 
PWS: Prader-Willi syndrome 
RRBS: Reduced representation bisulfite sequencing 
SINE: Short interspersed elements 
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SRS: Silver-Russell syndrome 
SVA: SINE-VNTR（variable number of tandem repeat）-Alu 
TET3: Ten-eleven translocation-3 
UPD mat: Maternal uniparental disomy 
UPD pat: Paternal uniparental disomy 
 
